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TNF-αにより惹起される気管支平滑筋過敏性におけ
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Fig．4．　Phosphorylation　of　p42／44　MAPK　by　TNF・alpha　in
その選択的阻害薬がないために検討を行っていない。今
後これらのMAPKに対する選択的阻害薬の開発が待た
れる。
　本研究においてはp42／44　MAPK－kinase、　p42／p44
MAPKの活性化を介した一連の反応が遺伝子発現の調
節によるタンパク質合成過程に作用しているか否かを検
討する目的で、タンパク質合成阻害薬である
cycloheximide（CHX）の効果についても実験を行った。
タンパク質合成阻害薬であるCHXはglutarimide系抗生
物質に分類される化学的タンパク質合成阻害薬である。
その作用機序として60sサブユニットに含まれるペプチ
ジルトランスフェラーゼ活性を阻害し、ペプチド結合の
形成を阻害することにより、タンパク質合成を阻害する
ことが知られている22）。そこでTNF一αとCHXを併用処
置して実験を行ったところ、Fig．3で示した結果からも
わかるように、TNF一α単独処置で見られた気管支平滑
the　rat　main　and　intrapulmonary　bronchial　prepara－
tions．　The　preparations　were　s七imulated　with　TNF－
alpha（300　ng／mL）fbr　10　and　20　min．（A）The　sample
was　su切ected　to　10％SDS－PAGE　and　westem　blot－
ting　with　anti－phospho　p42／44　MAPK（upper）and
anti　p42／44　MAPK　antibodies（lower）．　Representative
blots　are　shown．　（B）　Relative　densities　of
phosphorylated　p42／44　MAPK　m　the　TNF・alpha－
treated　or　vehicle（Control）－treated　bronchial　prepa－
ration，　Values　are　means　with　S．E．仕om　4－5　diflbrellt
animals．　The　phosphoワlation　of　p42／44　MAPK　was
significantly　increased　in　the　TNF－alpha－treated
bronchial　preparation　as　compared　to　the　vehicle－
treated　one（＊p＜0．05　vs．　Control）．
筋のACh収縮反応性増大はCHXを併用処置することに
より有意に抑制された。つまり、TNF一αによる気道平
滑筋の収縮反応性充進には何らかのタンパク質合成が関
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Fig．5．　Ef把ect　of　UO126　0n　the　TNF－alpha－induced
　　　upregulation　of　RhoA　protein．　（A）　Typical
　　　immunoblots　of　RhoA（upper）and　GAPDH（lower）in
　　　the　control，　vehicle＋TNFalpha（300　ng／mL，　fbr　24
　　　hr）and　UO126（10μM）＋TNF－alpha　treated　bron－
　　　chial　preparations．（B）Relative　densities　of　RhoA　to
　　　GAPDH（RhoA／GAPDH）in　the　bronchial　prepara－
　　　tion．　Values　are　means　with　S．E．　fTom　4－6　diffbrent
　　　animals．　The　expression　of　RhoA　was　significantly
　　　augmented　in　the　TNF－alpha－treated　bronchial
　　　prepara七ion　as　compared　to　control　tissue（＃p＜0．05　vs．
　　　control）．　The　augmented　RhoA　expression　was　inhib－
　　　ited　in　the　UO　126＋TNF－alpha　treated　bronchial
　　　preparation　as　compared　to　the　vehicle＋TNF－alpha
　　　treated　one（＊p＜0．05　vs．　TNF－alpha＋vehicle）．
与し、気管支平滑筋収縮の増強作用が引き起こされてい
ることが考えられる。さらに前述の結果と合わせて考え
られる機序として、このタンパク質合成促進過程の上流
にはMEKを介したp42／p44　MAPKの活性化が必要であ
ることが示唆される。さらにこれまでの収縮実験におい
て、いずれの場合においてもACh刺激による収縮反応
性と並行してhigh　K＋刺激による収縮反応性についても
検討を行ったが、high　K刺激による収縮反応性はTNF一
α処置によりほとんど影響を受けないことが明らかとなっ
た。
　気管支平滑筋の収縮は、平滑筋細胞内Ca2＋濃度が上
昇すること、つまりCa2＋動員経路（Ca2＋signaling）が活
性化されることにより惹起されることが古くから知られ
ている。一方、このようないわば古典的な平滑筋収縮機
構（Ca2＋signaling）に加えて、近年、同じ細胞内
Ca2＋濃度においてもagonistによって異なる強さの収縮
を示すことが報告され23・24125）、agonistによる平滑筋収縮
に対するCa2＋感受性尤進（Ca2＋sensitization）現象が知
られるようになってきた。これら一連の収縮にいたるま
での機構を考えた場合、気管支喘息時にそのいずれかの
部分に収縮増強をもたらすような変化が引き起こされ、
気道平滑筋の収縮性の増大、すなわち気道過敏性が惹起
されることも考えられる。その一端を担っている重要な
蝕ctorの一つがTNF一αであることが本実験結果より明
らかとなった。当教室ではこれまでに、AHRラットの
気管支平滑筋において、RhoAを介したagonist誘発Ca2＋
sensitizationの充進について報告している19）。また、気
管支平滑筋組織中のRhoAタンパク質レベルをwestern
blot法を用いて定量したところ、　AHRラットにおいて、
チャレンジ終了24時間後にRhoAタンパク質レベルが正
常ラットに比べ著しく増大していることも見いだしてい
る。この結果は摘出気管支平滑筋レベルでの収縮反応性
が、チャレンジ終了24時間後に著明に増大するという
結果とも相関している。本研究においても、正常ラット
摘出気管支平滑筋組織標本にTNF一αを24時間処置した
場合、high　K誘発収縮反応に変化はなく、ACh誘発収
縮反応が著明に増強された。つまりTNF一αがCa2＋
sensitization機構に何らかの影響を与えることで平滑筋
の反応性を克進していることが推定された。その機序に
はMAPKを介する何らかのタンパク質合成が関与して
いることが示唆された。現在までのところ、この目的タ
ンパク質の同定までには至ってないが、Fig．5に示され
るように気管支平滑筋にTNF一α（300　ng／mL，　fbr　24
hr）処置することで、　RhoAタンパク質が増加すること
が示された。さらに、このRhoAタンパク質の増加は
p42／44　MAPK－kinase　inhibitorであるUO　126により阻
害された。したがって、これまでの結果を考察し、
TNF一αによる気道収縮反応尤進と抗原チャレンジで惹
起される気道過敏性の連関、これらの過程における
RhoAを始めとするCa2＋sensitization充進に関わるタン
パク質の動向をtargetとし、今後さらなる検討を加えて
いく予定である。
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TNF・α誘発気管支平滑筋収縮反応性の増加に対する
プロテオミクス解析
　現在、TNF一αを処置した気管支組織、さらに、　DNP－
A8c抗原を感作、かつ反復吸入チャレンジを施したAHR
ラットおよび抗原のかわりにsalineを反復吸入させたラッ
トからそれぞれ得られた気管支組織サンプルについて二
次元電気泳動を行い、得られたゲル染色パターンを比較
している。またTNF一α処置およびAHRラットより得ら
れたサンプルだけに発現するタンパク質を二次元電気泳
動後のゲルより採取し、タンパク質同定および機能解析
を行っている。ゲルを比較した結果、等電点5付近かつ
分子量35kDa付近にAHRラット気管支組織およびTNF一
α処置気管支組織特異的に発現するタンパク質を発見し
た。現在、このタンパク質の同定を行うともに、このタ
ンパク質がTNF一α誘発気管支収縮反応の増強に関与す
るか、さらには気道過敏性に関与するかを解析中である。
まとめ
　一般に知られている気道平滑筋収縮経路として、神経
伝達物質およびchemical　mediatorsの代表としてACh
を用いて説明すると、AChが気道平滑筋細胞膜上のム
スカリン受容体（M－receptor）に結合すると、　Gタンパ
ク質の活性化を介して、phospholipase　Cを活性化し、
イノシトール三リン酸（IP、）を産生する。これにより、
Ca2＋signaling（Ca2＋動員系）が活性化され平滑筋収縮が
惹起される。一方、RhoA活性化などを介するCa2＋sen－
sitivity（Ca2＋感受性充進機構）活性化の経路も知られて
いる。High　K＋による平滑筋収縮反応は、電位依存性
Ca2＋channelを直接刺激することによりCa2＋signaling
を活性化し引き起こされる。しかし、これまでの実験結
果から、TNF一α処置によるhigh　K＋に対する収縮反応
性変化は見られなかった。従って、TN早αによる気道
平滑筋収縮反応増強作用はCa2＋signalingではなく、
Ca2＋sensitivityを活性化するものと考えられる。そこ
で本実験結果から考えられる機序として、TNF一αが気
道平滑筋細胞膜上のTNF－receptorに結合すると、
MAPK－kinase，　p42／p44　MAPKの活性化を介し、タン
パク質合成が促進される。その結果産生されたRhoAを
含む何らかのタンパク質がM－receptor刺激を介したCa2＋
sensitivityを高める方向に働くと考えられる。さらに、
今回、二次元電気泳動より同定されたタンパク質がこの
機序にどのように関与するか、今後の研究課題である。
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且iroyasu　SAKAI
Department　of　Pharmacology，　Hoshi　University　School　of　Pharmacy　and　Pharmaceutical　Sciences
　　　Bronchial　asthma　is　characterized　by　chronic　inflammation　of　airway　tissues　and　nonspecific　airway　hyperresponsiveness
（AHR），　bu七the　underlying　mechanisms　of　AHR　have　yet　to　be　elucida七ed．　Recently，　tumor　necrosis　factor－alpha（TNF－alpha）
has　been　identified　as　a　proinflammatory　cytokine　that　might　be　important　in　the　hyperresponsiveness　of　airway　tissue．　Treat－
ment　of　rat　bronchial　smooth　muscles　with　TNF－alpha（3000r　1000　ng／mUbr　24　hr）signi丘cantly　shifted　upward　the　concen－
tration－response　curve　to　ACh，　but　not　to　high　K，　as　compared　to　those　of　control　tissues．　That　eflbct　of　TNF－alpha　was　com－
pletely　blocked　by　pretreatment　with　UO　126（p42／44　mitogen　activated　protein　kinase－kinase，　MAPK－kinase，　inhibitor）or
cycloheximide（protein　synthesis　inhibitor），　bu七not　with　SB203580（p38　MAPK　inhibitor）．　In　immunoblotting，　p42／44　MAPK
was　phosphorylated　and　RhoA　protein　was　increased　in　bronchial　tissue　by　TNF－alpha．　In　conclusion，　TNF－alpha　might　be　one
of　the　important　mediators　that　are　involved　in　the　pathogenesis　of　augmented　bronchial　smooth　muscle　contractility　at　AHR．
The　augmentation　of　ACh－induced　contractile　response　evoked　by　TNF－alpha　was　mediated　by　protein　synthesis　such　as　RhoA
through　activation　of　p42！44　but　not　of　p38　MAPK　in　rat　bronchial　smooth　muscle．
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